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Binnen de studie diergeneeskunde van de Universiteit van Utrecht werkt iedere student drie maanden mee aan een onderzoeksproject. Dit verslag is de eindrapportage van het onderzoeksproject, dat door W.H. Bosma is uitgevoerd bij de Gezondheidsdienst voor Dieren in Deventer. Het onderzoek is uitgevoerd in opdracht van het Uiergezondheidscentrum Nederland (UGCN).












































A questionnaire was conducted to study the farmers’ behaviour concerning the replacement of teat-cup liners. Most of the questioned farmers replaced the teat-cup liners well past the recommended 2,500 milkings. 
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Mastitis is één van de belangrijkste aandoeningen bij melkvee. Het is de meest kostbare aandoening in de melkveehouderij. Het economische verlies per klinisch geval bedraagt gemiddeld € 210. De totale kosten kunnen oplopen van € 65 tot € 182 per koe per jaar (subklinische en klinische mastitis). De kosten bestaan uit verlies in productie, onbruikbare melk in verband met wachttijden, verhoogd vervangingspercentage, medicijnen, dierenarts, arbeidskosten en eventueel boetes van de zuivelindustrie vanwege een te hoog tankmelkcelgetal of residuen (Huijps et al. 2008).

De mastitis pathogenen kunnen ingedeeld worden in de besmettelijke pathogenen, zoals Streptococcus agalactiae en Staphylococcus aureus, de omgevings pathogenen, zoals Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus dysgalactiae en Streptococcus uberis, en de opportunistische kiemen die op de huid voorkomen, zoals de coagulase-negatieve stafylococcen. Deze indeling is gebaseerd op het primaire reservoir van de kiem. Voor de besmettelijke pathogenen is dat de geïnfecteerde uier; voor de omgevingskiemen is dat de omgeving van de koe; voor de opportunistische flora is dat de huid van de speen (Radostits et al. 1999).

Neave et al. (1969) ontwikkelden  een mastitis preventie programma bestaande uit 5 punten: Optimaal functioneren van de melkmachine en de melker; desinfectie van de spenen na het melken; adequate behandeling van klinische mastitis; alle koeien droogzetten met antibiotica; afvoeren van chronisch geïnfecteerde koeien (Neave et al. 1969).

Staphylococcus aureus is één van de meest voorkomende mastitis pathogenen in Nederland (Barkema et al. 1999). Staphylococcus aureus speelt zowel in klinische als subklinische mastitis een belangrijke rol (Sol et al. 2000). 

Sol et al. (1997) onderzochten het effect van de behandeling met antibiotica op klinische mastitis veroorzaakt door Staph. aureus. Zij vonden een bacteriologisch genezingspercentage van 52 %. Koeien met een laag celgetal op de melkproductieregistratie-uitslag (mpr-uitslag) voor aanvang van de klinische mastitis hadden een hoger bacteriologisch genezingspercentage. Daarnaast zorgde een verlengde therapie met antibiotica voor een hoger bacteriologisch genezingspercentage. Klinische genezing was een stuk beter, daarin schuilt het gevaar dat de veehouder de behandeling stopt op het moment dat de koe klinisch is genezen, terwijl Staph. aureus nog steeds aanwezig is (Sol et al. 2000). Vooral subklinisch geïnfecteerde koeien kunnen een grote rol spelen in een te hoog tankmelkcelgetal, en dienen tevens als reservoir voor nieuwe infecties. De mpr-uitslag biedt een inzicht in het individuele celgetal van de koe, aan de hand van de mpr-uitslag kunnen koeien geselecteerd worden met een hoog celgetal. Deze koeien kunnen per kwartier bemonsterd worden, deze methode heeft een hoge sensitiviteit, maar is kostbaar en arbeidsintensief (Sol et al. 1997). In geval van een subklinische mastitis veroorzaakt door Staph. aureus mag men een lage bacteriologische genezing verwachten van oudere koeien, kwartieren met een hoog celgetal, achterkwartieren, en koeien in vroege en midden lactatie, met deze gegevens kan rekening worden gehouden in een plan van aanpak (Sol et al. 1997). 

Aangezien de behandeling met antibiotica bij (sub)klinische mastitis veroorzaakt door Staph. aureus tegenvallende resultaten laat zien (Sol et al. 1997; Sol et al. 2000), moet preventie van nieuwe gevallen een grote rol spelen. 

Eén van de preventiemaatregelen is het optimaal functioneren van de melkmachine (Neave et al. 1969; de Koning et al. 1996). Vanuit de stichting Keten Kwaliteit Melk (KKM) is een jaarlijkse onderhoudsbeurt van de melkinstallatie verplicht. Deze wordt meestal uitgevoerd door een onderhoudsmonteur van de fabrikant. Tijdens deze onderhoudsbeurt wordt de installatie doorgemeten en worden eventuele tekortkomingen opgespoord en verholpen, hetzij door vervangen van onderdelen of bijstellen van de apparatuur (de Koning et al. 1996). 

Kleiner onderhoud zoals het vervangen van tepelvoeringen wordt vaak door de veehouder zelf gedaan. Juist de tepelvoering is een van de belangrijkste onderdelen van de melkinstallatie, dit is de plaats waar de koe in direct contact staat met de melkinstallatie. Fabrikanten adviseren rubber tepelvoeringen te vervangen na 2500 melkingen. Het vervangen van tepelvoeringen wordt door veehouders als vervelend en kostbaar ervaren. 

De kwaliteit van de tepelvoeringen zou op meerdere manieren een rol kunnen spelen in de overdracht van mastitispathogenen. Enerzijds direct door het achterblijven van pathogenen in de tepelvoering na het melken, anderzijds indirect door het beïnvloeden van het melkproces. 

Met het toenemen van de leeftijd van de tepelvoering verandert de samenstelling van het rubber, waardoor het rubber minder soepel wordt. Daarnaast vormen zich met het toenemen van de leeftijd van de afzettingen van melksteen in de tepelvoering (Boast et al. 2008). 

De veranderingen in het rubber resulteren in een andere beweging van de tepelvoering, de tepelvoering heeft meer tijd nodig om te openen, wat resulteert in een langere melktijd (Boast et al. 2008; Davis et al. 2000). Met name na het bereiken van 3000 melkingen nam het percentage kwartieren, dat niet volledig was uitgemolken significant toe  (Boast et al. 2003). De afzetting van melksteen in de tepelvoering, zorgt voor een ruwer oppervlak van het rubber, hierdoor neemt de frictie op de speen toe, waardoor wondjes en/of speenpunt vereelting kunnen ontstaan (Boast et al. 2003; Boast et al. 2008), koeien met speenpuntvereelting hebben een grotere kans op mastitis veroorzaakt door Staph. aureus (Neijenhuis et al. 2001; Zadoks et al. 2001). Met het toenemen van de leeftijd van de tepelvoering namen vacuümfluctuaties toe (Davis et al. 2000), dit kan een risico zijn voor het optreden van nieuwe intramammaire infecties (Rasmussen et al. 1994).

Uit Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE) analyse van Staph. aureus uit tepelvoeringen bleek, dat tepelvoeringen een reservoir kunnen zijn voor mastitis veroorzakende Staph. aureus stammen, en dus een rol kunnen spelen in de overdracht van Staph. aureus van koe naar koe (Zadoks et al. 2002). Met het toenemen van de leeftijd van de tepelvoering, verandert het oppervlak van het rubber, er ontstaan circulaire en longitudinale scheuren en er vormen zich afzettingen van botervet (Claydon et al. 1953; Boast et al. 2008). In deze scheuren zou Staph. aureus achter kunnen blijven na het melken van een geïnfecteerde koe, zo zou de ouderdom van de tepelvoering een risicofactor kunnen zijn in de verspreiding van Staph. aureus van koe naar koe.
















Voor het onderzoek werden 49 steriele buizen met 35 ml melk verzameld van een met Staph. aureus besmette koe, verdeeld over twee melkmalen met een tussentijd van 24 uur. Het betreffende kwartier werd voorbehandeld met een papieren doek en gereinigd. Enkele stralen melk werden weggemolken waarna de speen werd ontsmet met alcohol. Vervolgens werd het kwartier handmatig leeg gemolken in een steriele fles van 1 l. De melk werd daarna gekoeld vervoerd. De melk werd twee minuten geschud en vervolgens verdeeld per 35 ml in steriele buizen van 50 ml en ingevroren (circa -18 º C). Invriezen heeft geen negatieve invloed op de overleving van Staph. aureus (Sol et al. 2002). 





Voor de proef werden 12 synthetisch rubberen tepelvoeringen van Lely (standaard tepelvoeringen) gebruikt van respectievelijk 0, 2750 en 4741 melkingen. De voeringen zijn afkomstig van proefbedrijf De Waiboerhoeve van de Animal Sciences Group. De voeringen komen uit een automatisch melksysteem van Lely, ze zijn afkomstig uit hetzelfde melkstel.




In bijlage 2 is een protocol terug te vinden van de uitgevoerde handelingen.
Behandeling tepelvoeringen
Per dag werden twee tepelvoeringen behandeld. Twee uur van te voren werden 7 buizen met 35 ml melk uit de vriescel gehaald, één buis werd iedere proefdag apart gehouden voor het bepalen van het kiemgetal van de melk. De 7 buizen waren steeds afkomstig van dezelfde monstername datum, vanwege mogelijk verschil in kiemgetal door de intermitterende uitscheiding van Staph. aureus (Sears et al. 1990). De melk werd op kamertemperatuur ontdooid.

Eerst werd een controlemeting gedaan (NM1), gevolgd door twee maal behandelen met Staph. aureus melk (SA1 & SA2), vervolgens werd weer een controlemeting gedaan (NM 2), hierna werd weer met Staph. aureus melk behandeld gevolgd door naspoelen met koud water (SP1 & SP2).

Controlemeting (NM1 & NM2)
Het warmwaterbad werd op temperatuur (85 º C) gebracht. De voering werd eerst ontdaan van zichtbaar vuil aan de buitenkant. Vervolgens werd de eerste voering twee minuten in het warmwaterbad ondergedompeld. Daarna werd de tepelvoering in een standaard geplaatst. Een arterieklem werd onder op de schacht geplaatst, zodat de tepelvoering waterdicht was afgesloten. Vervolgens werd 25 ml pepton fysiologisch zout (PFZ) met een steriele buis in de voering gegoten. Gedurende twee minuten werd de schacht van de voering manueel iedere seconde dichtgeknepen met de volle hand. Hierna werd de vloeistof opgevangen aan de onderkant van de tepelvoering door de arterieklem los te maken. De vloeistof werd in een steriele buis van 50 ml opgevangen.
De tweede controlemeting (NM2) werd na SA2 uitgevoerd.

Experiment 1: Behandeling met Staph. aureus melk (SA1 & SA2)
De arterieklem werd onder op de schacht geplaatst. Vervolgens werd 25 ml Staph. aureus melk in de tepelvoering gegoten. Gedurende twee minuten werd de schacht van de voering iedere seconde met de volle hand dichtgeknepen. Daarna werd de arterieklem verwijderd. Vervolgens werd twee minuten gewacht voordat de klem opnieuw geplaatst werd. Vervolgens werd 25 ml PFZ in de voering gegoten. De schacht van de tepelvoering werd weer gedurende twee minuten iedere seconde dichtgeknepen. Hierna werd het spoelsel weer opgevangen in een steriele buis van 50 ml.
Deze procedure werd twee maal achter elkaar herhaald zonder tussentijdse hittereiniging.

Experiment 2: Spoelen na behandeling met Staph. aureus melk (SP1 & SP2)
De arterieklem werd onder op de schacht geplaatst. Vervolgens werd 25 ml Staph. aureus melk in de tepelvoering gegoten. Gedurende twee minuten werd de schacht van de voering iedere seconde met de volle hand dichtgeknepen. Daarna werd de arterieklem verwijderd. Vervolgens werd 200 ml koud leidingwater via de bovenkant door de tepelvoering gegoten.





Voor het analyseren van de enquête werd een correlatie coëfficiënt berekend.
Het kiemgetal Staph. aureus werd omgerekend naar het natuurlijke logaritme, om de normale distributie te benaderen.  Een lineair regressiemodel werd gebruikt om een verband te zoeken tussen ouderdom van de tepelvoering en het kiemgetal Staph. aureus. Het aantal melkingen werd als variabele gebruikt, de variabele tepelvoering was niet significant en is niet in het model opgenomen. Het resulterende model voor het natuurlijke logaritme van de kiemtelling Staph. aureus is als volgt:

lnKVE = α + β1m2750  +  β2m4741 + ε

Waarin α de constante is en β1 en β2 de regressie coëfficiënten voor 2750 en 4741 melkingen zijn, en ε de error. 
Statistische analyses werden uitgevoerd met Statistix 8.0 voor Windows.


Kiemgetal bepaling Staph. aureus













De gemiddelde bedrijfsgrootte van de 200 geselecteerde bedrijven bedroeg 71 lacterende koeien. Van de 200 ondervraagde veehouders hadden 180 informatie over het vervangen van tepelvoeringen verstrekt én maakten gebruik van rubberen tepelvoeringen.
Op deze 180 bedrijven werd de rubber tepelvoering na gemiddeld 4155 melkingen vervangen. De frequentie verdeling is samengevat in figuur 1. Van de 180 bedrijven vervangt 62 % (n = 112) de tepelvoeringen later dan 3000 melkingen.




Figuur 1. Histogram frequentieverdeling vervangingsleeftijd tepelvoeringen


Er bestaat een positieve correlatie (correlatie coëfficiënt 0,16; P< 0,05) tussen de bedrijfsomvang en het aantal melkingen, dat de tepelvoering heeft doorstaan op het tijdstip van vervangen. Naast de regressielijn (figuur 2) valt de bijzondere verdeling van de punten op, deze wordt veroorzaakt door een gemeenschappelijke factor op de bedrijven, namelijk het aantal melkstellen. 







Kiemgetal Staphylococcus aureus controlemonsters

In totaal werden 6 buizen verdeeld over 6 proefdagen gecontroleerd op het kiemgetal, waarvan 3 van de eerste monstername datum (10-7-2008) en 3 van de tweede monstername datum (11-7-2008)(Tabel 1). Er werd geen significant (correlatie coëfficiënt -0,4; P = 0,4) verband gevonden tussen het gemiddelde kiemgetal en de datum van monstername.

Tabel 1 Concentratie Staph. aureus (KVE/ml)  controlemonsters.




Er werd geen verband (P = 0,21) gevonden tussen de datum van de proefdag en het natuurlijke logaritme van het aantal KVE/ml Staph. aureus (Tabel 2). De duur van het invriezen had dus geen waarneembaar effect op de concentratie Staph. aureus kiemen in de melk.






Experiment 1: behandeling tepelvoering met Staph. aureus melk

Drie sets tepelvoeringen van 3 verschillende leeftijden waren beschikbaar. Elke tepelvoering werd 2 maal bemonsterd. In totaal werden 24 monsters genomen, het geometrisch gemiddelde kiemgetal van de spoelsels bedroeg 14 KVE/ml Staph. aureus. Het gemiddelde kiemgetal bedroeg voor de sets 0, 2750 en 4741 respectievelijk 87, 33 en 37 KVE/ml Staph. aureus (Tabel 3).

Tabel 3 Concentratie Staph. aureus (KVE/ml) in de spoelsels van experiment 1.
Aantal melkingen	Aantalobservaties	Geometrischgemiddelde	 Gemiddelde	Std. Dev.	Min.	Max.
SET 0SET 2750SET 4741	888	15,715,810,4	86,632,836,6	128,327,847,2	111	38090140

Er werd geen significant verband gevonden tussen de ouderdom van de tepelvoering en het natuurlijke logaritme van het aantal KVE/ml Staph. aureus (Tabel 4). 









Experiment 2: spoelen na behandeling met Staph. aureus melk

Drie sets tepelvoeringen van 3 verschillende leeftijden waren beschikbaar. Elke tepelvoering werd 2 maal bemonsterd(Tabel 5). Van de 24 monsters waren er 2 met een kiemgetal >1 (SET 0/TV 3/ SP 2: 10 KVE/ml Staph. aureus; SET 2750/TV 2/SP 2: 30 KVE/ml Staph. aureus). 


Tabel 5 Concentratie Staph. aureus (KVE/ml) in de spoelsels van experiment 2.
Aantal melkingen	Aantalobservaties	Geometrischgemiddelde	 Gemiddelde	Std. Dev.	Min.	Max.
SET 0SET 2750SET 4741	888	1,31,51	2,14,61	3,210,30	111	10301


Er werd geen significant verband gevonden tussen de ouderdom van de tepelvoering en het natuurlijke logaritme van het aantal KVE/ml Staph. aureus (Tabel 6). 









Experiment 1 vs. Experiment 2: effect van het spoelen met koud water

Het aantal KVE/ml Staph. aureus uit experiment 1 en experiment 2 werden met elkaar vergeleken, om een inzicht te krijgen in het effect van het spoelen met koud water. Het KVE/ml Staph. aureus dat terug werd gekweekt uit de spoelsels, was voor experiment 2 lager (P < 0,001) dan voor experiment 1 (Tabel 7).

















Veehouders die hebben meegedaan aan de enquête vervingen de tepelvoeringen gemiddeld na 4155 melkingen. Dit is een stuk later dan de door fabrikanten aanbevolen 2500 melkingen. Vroeger werd regelmatig het advies gegeven tepelvoeringen 1 maal per jaar of na 2500 melkingen te vervangen, in de praktijk wordt de tepelvoering tegenwoordig op een groot deel van de bedrijven nog steeds 1 maal per jaar vervangen. Dit is een oude gewoonte die ondanks het groeien van bedrijven is blijven bestaan. Het vervangen van tepelvoeringen wordt als kostbaar en vervelend werk ervaren. Het Uier Gezondheids Centrum Nederland (UGCN) is daarom een actie gestart om veehouders bewust te maken van het belang van het tijdig vervangen van tepelvoeringen. Via een eenvoudige rekenformule kan via de website van het UGCN (www.ugcn.nl (​http:​/​​/​www.ugcn.nl​)) de levensduur van de tepelvoering op een bedrijf bepaald worden.

In deze studie werd geen verband gevonden tussen de ouderdom van de tepelvoering en de concentratie Staph. aureus (KVE/ml) dat uit een spoelsel van de tepelvoering kon worden gekweekt.  Peeler et al. (2000) vonden dat het vaker vervangen van de tepelvoering dan om de 6,000 melkingen een risicofactor voor het optreden van klinische mastitis was. Het kan ook zo zijn dat bedrijven met meer klinische mastitis ervoor kozen de tepelvoering vaker te vervangen als maatregel om nieuwe gevallen te voorkomen (Peeler et al. 2000). Een andere studie vond wel een verband tussen de ouderdom van de tepelvoering en het totale kiemgetal dat was terug te kweken uit een spoelsel uit de tepelvoering (Claydon 1953). 





Figuur 3. Kunstmatig uier (links) en pulsatievacuüm apparaat (rechts) (Claydon, 1952)

Een andere methode is het swabben van het oppervlak van de binnenkant van de tepelvoering (Falkenberg et al. 2006). Met deze methode worden echter eventuele haarscheurtjes niet bemonsterd.

De methodiek die in deze studie werd gebruikt zat tussen de twee methodes van Claydon in. Door middel van het kneden van de tepelvoering werd getracht, de beweging van de tepelvoering tijdens het melken te simuleren. 

De uitkomsten van experiment 1 zijn mogelijk te verklaren door het kiemgetal Staph. aureus van de uitgangsmelk. Zes maal werd het kiemgetal Staph. aureus bepaald om een beeld te krijgen van de variatie van het uitgangsmateriaal. Het geometrisch gemiddelde bedroeg 27 000 KVE/ml Staph. aureus (SD = 52 000). Er zat dus een grote variatie in de ingevroren buizen of in de laboratoriumbepalingen. Deze variatie was niet te koppelen aan de datum waarop het kiemgetal Staph. aureus werd bepaald. De melk werd 2 minuten geschud voordat het over de buizen werd verdeeld, het is mogelijk dat dit niet voldoende was om de melk voldoende te homogeniseren. Om een inzicht te krijgen in de variatie in de laboratoriumbepalingen, zou het kiemgetal Staph. aureus van dezelfde buis meerdere malen moeten worden bepaald. In eventueel vervolgonderzoek zou men idealiter het kiemgetal Staph. aureus van iedere gebruikte buis meerdere malen bepalen en zou men ook het kiemgetal Staph. aureus van de verkregen spoelsels meerdere malen bepalen. Een andere mogelijkheid is om een inoculum met een bekende hoeveelheid Staph. aureus te gebruiken, nadeel hiervan is echter dat het inoculum nooit dezelfde eigenschappen zal hebben als de melk van een geïnfecteerde koe. Mastitis is een belangrijke oorzaak voor het veranderen van de samenstelling van melk, vrijkomende enzymen zorgen voor de afbraak van eiwit en vet in de melk (Banks et al. 1981). Het eiwit en vet gehalte van de melk zou van invloed kunnen zijn op het achterblijven van Staph. aureus in de tepelvoering. 

Naast de variatie in het uitgangsmateriaal kunnen vrije melkdruppels die achterblijven in de tepelvoering een rol spelen in de variatie van het kiemgetal Staph. aureus. Ongeacht de ouderdom van de tepelvoering bleven steeds melkdruppels achter in de schacht van de tepelvoering. Eén melkdruppel kan een grote invloed hebben op het kiemgetal van het spoelsel. Bij melk met 30 000 KVE/ml Staph. aureus bevat 1 druppel (0,05 ml) 1500 KVE Staph. aureus, dit zorgt bij een spoelsel van 25 ml voor een stijging van 60 KVE/ml Staph. aureus.


Experiment 2 werd ontworpen om eventuele invloed van vrije melkdruppels weg te nemen. Claydon (1953) spoelde de melkdruppels weg door de tepelvoering kort onder een kraan te houden. Door het wegnemen van de vrije melkdruppels, zou de kwaliteit van rubber een grotere rol spelen in het gevonden kiemgetal. Van de 24 spoelsels waren er slechts twee met een kiemgetal Staph. aureus kiemgetal >1 KVE/ml. Geconcludeerd kan worden dat Staph. aureus  in dit experiment niet in aantoonbare hoeveelheden achterblijft in scheuren in de tepelvoering na het spoelen met koud water. Daarmee werd niet aangetoond dat er ook werkelijk geen Staph. aureus meer in de tepelvoering aanwezig was. Experiment 2 leverde lagere kiemgetallen Staph. aureus op dan experiment 1, waaruit geconcludeerd kan worden dat naspoelen met koud water na het melken van een met Staph. aureus besmette koe een zinvolle actie is, als er geen betere alternatieven voor handen zijn, zoals naspoelen met heet water of een desinfecterend middel (Smith et al. 1985). 

In experiment 2 werd de tepelvoering twee minuten gekneed om het spoelsel te verkrijgen. Claydon (1952) sloot de tepelvoering 3 minuten aan op het pulsatievacuüm apparaat, waarna het kiemgetal uit het spoelsel werd bepaald. Hij besmette de tepelvoering 1 maal met besmette melk, waarna hij bovenstaande procedure 3 maal herhaalde. In de 3 spoelsels vond hij respectievelijk 50, 30, 20 procent van het totale aantal gevonden bacteriën. Waarmee hij aantoonde, dat met een enkele spoeling niet alle bacteriën werden verwijderd. 
Het is mogelijk dat 2 minuten kneden niet lang genoeg was. Daarnaast wordt met manueel kneden slechts een benadering gekregen van de werkelijke beweging van de tepelvoering in de tepelbeker. De tepelvoering wordt onder een zekere spanning in de tepelbeker geplaatst, de tepelvoering wordt een stuk uitgerekt. Hierdoor worden eventuele circulaire scheuren breder, het is mogelijk dat Staph. aureus eerder in de scheuren van een uitgerekte tepelvoering achterblijft. 

In experiment 2 werden lagere kiemgetallen Staph. aureus gevonden dan in experiment 1. Hieruit kan geconcludeerd worden dat naspoelen met koud water een zinvolle actie is, na het melken van een koe met een Staph. aureus infectie. Het is echter niet bewezen dat alle Staph. aureus na spoelen met koud water uit de tepelvoering zijn verdwenen. 

Een deel van de slechte gevoeligheid van Staph. aureus voor antibiotica wordt veroorzaakt door een biofilm te vormen, tevens zijn deze isolaten vaak beter bestand tegen desinfectantia (Melchior et al. 2006). Oliveira et al. (2007) onderzochten 26 Staph. aureus mastitis isolaten op hun vermogen een biofilm te vormen. Na 24 uur bebroeden was een derde deel van de isolaten in staat een biofilm te vormen (Oliviera et al. 2007). Bij deze proef waar de voering 2 minuten is blootgesteld aan Staph. aureus zal de vorming van een biofilm niet optreden, vanwege de te korte tijdsduur van het experiment. In de praktijk zou het een rol kunnen spelen als Staph. aureus zich na het melken van een geïnfecteerde koe in de scheuren van een verouderde tepelvoering nestelt, en daar niet wordt bereikt door desinfectiemiddel. Bovendien vormen zich afzettingen van melkproducten met als belangrijkste bestanddelen calcium, fosfor, eiwit en botervet (Boast et al. 2008). Deze neerslag zorgt voor een beschermend milieu voor bacteriën. Bacteriën zijn slecht bereikbaar voor desinfectantia of de neerslag zorgt voor een verminderde werking van het desinfectiemiddel. Het is bekend dat neerslag van melkproducten in de melkmachine zorgen voor een stijging van het totale kiemgetal van de melk (Reinemann et al. 2003). Deze neerslagen zouden kunnen dienen als voedingsbodem voor Staph. aureus, wat de vermenigvuldiging van Staph. aureus en de vorming van een biofilm zou kunnen bevorderen. Verder onderzoek zou gedaan kunnen worden naar de vorming van biofilms in de tepelvoering en hun vermogen een normale reiniging van de melkmachine te doorstaan. Een door een biofilm beschermde Staph. aureus in de tepelvoering zou een permanente bron van besmetting kunnen zijn.
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-	Reinigen buitenkant tepelvoering indien zichtbaar vuil.
-	Binnenkant niet mechanisch reinigen.
-	Tepelvoering en stoppen 2 minuten onderdompelen in waterbad van 85 graden celcius.

3. Kiemgetalbepaling na hittereiniging (nul meting) (1 maal)

-	Tepelvoering in klem plaatsen, klem om de stootrand indien mogelijk.
-	Stop in uiteinde schacht van tepelvoering plaatsen.
-	Af laten koelen tot handwarm (ca. 38˚C).
-	35 ml pepton fysiologisch zout, 0,9 % NaCl oplossing (PFZ) in voering gieten met steriele buis. 
-	Gedurende 2 minuten elke seconde dichtknijpen, vlak onder de kraag met de volle hand.
-	Vloeistof in steriele buis gieten.
-	Kiemgetalbepaling Staph. aureus.

4. Kiemgetalbepalingen na behandeling van de tepelvoeringen met Staph. aureus melk (2 maal zonder tussentijdse hittereiniging)

-	Stop in schacht van tepelvoering plaatsen.
-	35 ml melk in voering gieten.
-	Gedurende 2 minuten elke seconde dichtknijpen, vlak onder de kraag met de volle hand.
-	Stop verwijderen en melk weg laten lopen.
-	Na 2 minuten stop opnieuw plaatsen (tijd tussen melkingen nabootsen).
-	35 ml PFZ in voering gieten.
-	Gedurende 2 minuten elke seconde dichtknijpen, vlak onder de kraag met de volle hand.





Tabel 8 Concentratie Staph. aureus (KVE/ml) in spoelsels pilot.
Aantal melkingen	Observatie	Geometrischgemiddelde	 Gemiddelde	Std. Dev.	Min.	Max.
SET 0SET 3269SET 4987	444	18034155	90048078	154048677	2013020	32001200190





In de pilot werd geen verband gevonden tussen de ouderdom van de tepelvoering en het KVE Staph. aureus. De nulmeting voldeed aan de verwachting, er werd geen Staph. aureus uit het spoelsel gekweekt. 
Tijdens het kneden van de tepelvoering bleek dat de melk tot ander aan de stootrand kwam, daar bleven vrije melkdruppels achter. In het vervolgonderzoek werd daarom in plaats van 35 ml melk 25 ml melk in de tepelvoering gegoten.























2. Bepaling kiemgetal melk





-	Reinigen buitenkant tepelvoering indien zichtbaar vuil.
-	Binnenkant niet mechanisch reinigen.
-	Tepelvoering 2 minuten onderdompelen in waterbad van 85 graden celcius.

4. Kiemgetalbepaling na hittereiniging (controlemeting) (1 maal)

-	Tepelvoering in standaard plaatsen.
-	Arterieklem op schacht van tepelvoering plaatsen.
-	Af laten koelen tot handwarm (ca. 38˚C).
-	25 ml PFZ in voering gieten met steriele buis. 
-	Gedurende 2 minuten elke seconde dichtknijpen, vlak onder de kraag met de volle hand.
-	Arterieklem verwijderen en vloeistof opvangen in zelfde steriele buis.
-	Kiemgetalbepaling Staph. aureus.

5. Kiemgetalbepalingen na behandeling van de tepelvoeringen met Staph. aureus melk (2 maal zonder tussentijdse hittereiniging)

-	Arterieklem op schacht van tepelvoering plaatsen.
-	25 ml melk in voering gieten.
-	Gedurende 2 minuten elke seconde dichtknijpen, vlak onder de kraag met de volle hand.
-	Arterieklem verwijderen.
-	Na 2 minuten arterieklem opnieuw plaatsen (tijd tussen melkingen nabootsen).
-	25 ml PFZ in voering gieten.
-	Gedurende 2 minuten elke seconde dichtknijpen, vlak onder de kraag met de volle hand.
-	Arterieklem verwijderen en vloeistof opvangen in tankmelkbuis.
-	Kiemgetalbepaling Staph. aureus.

6. Kiemgetalbepaling na hittereiniging (nul meting) (1 maal)

-	Tepelvoering in standaard plaatsen.
-	Arterieklem op schacht van tepelvoering plaatsen.
-	Af laten koelen tot handwarm (ca. 38˚C).
-	25 ml PFZ in voering gieten met steriele buis.
-	Gedurende 2 minuten elke seconde dichtknijpen, vlak onder de kraag met de volle hand.
-	Arterieklem verwijderen en vloeistof opvangen in zelfde steriele buis.
-	Kiemgetalbepaling Staph. aureus.

7. Kiemgetalbepaling na behandeling met Staph. aureus melk na spoelen met koud water. (2 maal zonder tussentijdse hittereiniging).

-	Arterieklem op schacht van tepelvoering plaatsen.
-	25 ml melk in voering gieten.
-	Gedurende 2 minuten elke seconde dichtknijpen, vlak onder de kraag met de volle hand.
-	Arterieklem verwijderen.
-	250 ml koud leidingwater door de voering gieten.
-	Arterieklem opnieuw plaatsen.
-	25 ml PFZ in voering gieten.
-	Gedurende 2 minuten elke seconde dichtknijpen, vlak onder de kraag met de volle hand.



























Drie voeringen van respectievelijk 0, 2750 en 4741 melkingen werden gebruikt.








-	Stopjes en alle voeringen twee minuten onderdompelen in warmwaterbad (85 ºC)


3. Kiemgetalbepaling na hittereiniging (controlemeting) (1 maal)

-	Tepelvoering in standaard plaatsen.
-	Arterieklem op schacht van tepelvoering plaatsen.
-	Af laten koelen tot handwarm (ca. 38˚C).
-	25 ml PFZ in voering gieten met steriele buis. 
-	Gedurende 2 minuten elke seconde dichtknijpen, vlak onder de kraag met de volle hand.
-	Arterieklem verwijderen en vloeistof opvangen in dezelfde steriele buis.
-	Kiemgetalbepaling Staph. aureus.

4. Liner juice methode

-	Stopjes in onderkant van de schacht van de tepelvoering plaatsen.
-	Voering in buizenrek plaatsen (figuur 5).
-	25 ml Staphylococcus aureus melk in de voering gieten.
-	De schacht beschermen tegen contaminatie door de bovenkant van de stootrand af te schermen met een steriele dop (afkomstig van steriele buis 50 ml).
-	4 uur laten staan bij kamertemperatuur.
-	Stopje verwijderen en melk weg laten stromen.
-	Tepelvoering in standaard plaatsen.
-	2 minuten laten uitlekken
-	Arterieklem op schacht voering plaatsen.
-	25 ml PFZ in voering gieten.
-	Gedurende 2 minuten elke seconde dichtknijpen, vlak onder de kraag met de volle hand.








Resultaten zijn samengevat in tabel 9.

Tabel 9. Concentratie Staph. aureus (KVE/ml) spoelsels.
Aantal melkingen	Observatie	 KVE Staph. aureus/ml





Met deze methode werden relatief hoge kiemgetallen gevonden. Na het weg laten lopen van de melk was een duidelijke vettige aanslag in de tepelvoering zichtbaar. Deze bevond zich met name bovenin de voering op het hoogste punt van het vloeistofniveau. De hoge kiemgetallen kunnen er op wijzen dat Staph. aureus zich verzameld of vermenigvuldigd in deze aanslag. 
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